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Beschrcflrong 

Anweudungsgebiet der Erfindung 

Die Fifmrlimg hrtrifft in ^^r g^**™*^ fipcrte stabmaerte tovalent vcrnetae Imprint-Pofypeptide 
feejrfgtrPolypeptide)t r a Protein* die in iter katalytischcn Synthese, Ctromatogfiplrie und Analjtik von 
dur^tVerbi&dangen sowie m der Bioscosortechnik zar spczifiscben Erkennnng von Molekfllcu emgesetzt 
werdsn kSoneiy Verf ahrea zu dercn Hergtpflimg tind Bare VerwcnAmg. 

Stand der Techmk 



Pc^yinere^mitder Eigeuschaft 2ur selektiven Erkgnntzng von Molekfllen sbd in der Btatedmofogfe und 
Chmiff TTTTrrTafftfr imltntrrHiT Ptf***™*}; no-m 2flhka dte znf Stofffclassc der Proteme 7flhl«ndfn Knzvme. 

i$ Aitt&fir pcrtmd Rezeptorea. Diese Folyxnere beritan aufgrtmd Suwdrcidmiensionaleft Maleidflstruktor (Kon* 
f6nnadon)^Qr bcstimmtc Motefcflte (Substrate, Antigene, Homme etc) kwnplemeotJre Berekhe, die als 
Kndnngtst d l en - p e zeicbn et werdea, Da native Pofrmere oftmah gerade kocnmcriM m te r essairtc UblekCOe 
m] ?™»«ftf!nd oder g* r ™ht faSmten oder die ztif Pfafly n g pfipge )K>im^rmynm nmer dan Anwendnnj Acdhv 
gtmg^i qfeht g^n^lgf irf stabfl 1st, siod Methoden estwidcelt worden. ran miBgesdmdderte Polymere he rzustel- 

20 letvdteditfgewttoschto 

(1996)tl63^l70> „ , 

Goldstrin, Methods EnzywoL 19 (1970), 935-962, and Fritz et nL AngewvChesL 78, 1966, 775 beschreiben em 
Verfahren zorinmiobfliaerttng von rYofemcn imtef Verwcndowg ¥pn cycBxhcn Anhydridcn fur die kovalente 
KopphmgJJas Verfahren be?t^ 

2$ copriymerigeren tfflH nnschKcBend das Protein in den fcrtigmTrSger zu koppeb- 

Mo&*ch:un&Ram$trom Qoc* tit) baschreibea, daB die HersteHuag tnafigeschneiderter Pojymcre mil der 
gewOnsGhusn Kbmplement&ritist in zw& Variantcn dorchgefOhrt wird. Bri&zn Varianten Eegt das Priirip zu- 
g nrndftda B ein spezieO ausgesucbtes MoLekii^ fan f olgendcn PrintmolakQl (Prtgemolekfli) genann^ als Fonnge- 
ber (Prigcr) fangkrt und fur die im Polymer gewOnschte Komplementarit&t und damit neue Eigimschaft 

30 vcrantwDrtlich is t ffig- 1 und 2 crttntccn schgntaiisch diese beiden Varianfccn. 

Die Variante 1 zm Hemtdhmg von maBgeschneidetten (geprflgten) Pofcfmerea wini so durehgeffihrt, daB in 
GegonWMtdesPrintniolftlrillg cine Copolymerisatton amgesuchter Monamere in cinem organischeu Usungs- 
nsttd durchgefOhrt wird (sialic Bg» l^Dabet werden zonScbst daa Frmtmolefcul a) direb Tu s amm en m it cinem 
Monomer (nidit4e0valezite Methodc) oder b) nacn Derivaiisisnag ^ Mbponffif Qcov alcpte Metbodc ) in 

ss dnem orgunsdien L5sangsnutte]systeixi gclos^ sodann vird cm CrossSoker ufid ein Ra£1caktarter zi^ ^gcben 
imd die Polymerization gestaitel Ans dem re$olderenden Potyroer mnfl anscbEeBend das Printmolelcfil unter 
geelgneien Bedxognngen extraUert werden, damit die erzeugtca neucn nw^tmgcatglTgn im Polymer fra wcrden* 
Das acf ifiese Weise faerge^dltt Pdymer hat sclekuVe Wiederefkennnng$$teliea fur da$ PrlntmolekOl Yaw. fur 
stmkaircll ahnlkhe MolefcOle (sjehe Fig- 1\ 

40 Ecentiefl fOra) tmd b) ist da8 50W0U die LBsung der Ans^angssnhstanzccu die sick aas facstimmten ISoozen- 
tanonen^an~P)rmtmoIeku^ Monomcrfen) und Radlkalstarter zu$ammens8tz^ als anch die anschiielJend im 
Pofymo -vneagnv maBgesrfmriderte (gepragtej Bgcnschlfj lasher ac^chfieBIich mtf die Verwendimg von 
organiscfacfl ^■^*nn0 Tip^ i ^t^l ^j*^^*^*^ nw ^ < r" ff ^^^iiisti 
In der Variante 2 ^wrd zur Erzeugnng ernes tntfg ^ c hnffi i dcrt CTi fc e prf g te n) Polymers keiae Polymgrigatjon in 

it Gegenwart ones Printmoktiils durchgefflhrt, sondern em bereits fcrtfeej natives Polymer, z. R ein Pclypep^d 
oder ein Protein, \rird unter bestnmnten Bedlngtmgen und dnrch die Gegeowart des Priatmolekflls zu einw 
KnnfnrmfltiffmiiTirffn , "g g^™ m gffl (siebe Ffe 8) P™* Polymer rammum nrit dem PBPtn»> 

lekQl in cmem wSBrigen LdOTgsmittdsystam ge!5$t Und wschKeBend dnrch Zugabe von Addith-en, 
organiscfaeal^surgsrnitteln, priripitiert Dabei bteragierendas ftmtmolekQl und dw Polymer Ober ni Atfcova- 

50 bote VM^elwbknngen derart mheinandet; daS die Koaformation des Polymers verandert wird end das 
Polymer dadorcb erne neue Eigenschaft bat die inhirent durch das Printmolekfll vorgegeben ist Dtsr bis zu 
diesem Punkt beschriebene Vorgang der Variante 2 wird im fofeenden als Imprinnng (Pr5gen> das daraus 
resnltiesendePolymeralsIn^rm^ 
Die Qsue^gesschaft des Impritt-Nfymerc ist jedodi reversibcL Sie bleibt nur erhalten, solange es unter 

55 Bedingungen verwendet wird, die Rfidd^dung znr wrEpr^n^h thennodtynamisch gfo«nggren Kxmforma- 
^n^tyAifi^ T)nhrr ^"^b Vari™** 0 &hs\\enim Pnlyittgf^ dtft von M^ttbach et aL log <dL StAhl 

ctal,BiotechnoII^l2(1990>l61-166|Sttm 

JgolChem 263 (19881 11624-11626 und DabuEs and KEbanow, BbtedmoLBk>en& 39 (1S92X 176-185 be* 

schrfefan wurdftit nnr pi prgpn« eh«i Iito^nggmftteln Anwendnng finden> 
$0 T!s Tind zwei M^^ ^Vn^n dfg tmprintillCT m "^^fflrhfidCT {p^a P^^Dic ^™ tfgengt an dem Polymer 

vorber idebt vnrhandene; revcnible ffindungsstcDen tOr das Prmtmolekfi!, die zwehe mo^ffiriert du: Stereo* 

uzxd/oder SobstratseJekdritSt ernes Polymers, z. a eines Enzyms durch die Interakibn des Printnmkkuls mit 
■ Jem akgven Zcntnun. Pie erste MflgEcfaJcrit ergab bet der Yerwendnng von RMcrserrnnalhomm ah Rrfypeptid 

und L-Apfclsaure als Printmolekfll em Imprim-Mypeptxd, welches in dwofflatograptnschen Unterstdumgeo 
(5 fur das Printmolekfll L-Apfclsiiffe sdektiv war (Dabolis and Kfibanow, be dt). Die zweite MOgOchkiA fable 

bdHydrolasenruerwc^ert» 

vitit voo SubtiEdn (Rmsd and Klib anow, loa cit) und die Stereo- ©id SubstratseleWvitat von a-ChYB lotrypsin 
(St&hl et ^ be cit) gcrichtet verfiadert Das Polypcptid a-Oymotrypsm beispielsweise beshzt die E^ ^ scba ft , 
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das(L>Enantiomerd<»^ 

zn hydfolysierco bzw. in einem crganischen I^suiigsn^telsystem ani N-AcetyM^ryptophan (N*Ac+Trp) und 
Ethakolxa^ynthetiaeren. Das (D)-Enantiomer des N-Ac-TrpHE kann wtder bydrotysiert nodi syntlLetfeiert 

WWcfiesesPolypeptid i^C3rymotjypsia jedodimit dem Printmofekfil N-Ac<D>Trp unpintet (geprSgtykann 5 
es ^ ^ i jpRpT^ Jm arganisch en Lfeu nggmUt el die Synthese des N-Ac^)-TrpEE ans N- Ac^D)-Trp nod Emanol 
katalysicren; da die Kcnfonnatfofl des Polypeptids dutch das PrhtmrJp.knl gealelt verSndert wmde (StitM et £, 
locrrit^Die fonfaitnation sSnden mg fat jcdoch revcrsibeL Daher kann das fatprint-Pblypcptid mcht in. wifiri- 
gen Ldamgsmittelsysttm zur Hydrolyse des NnAo{DyikpEE eingesetzt werdeu. Die neue Egcnsdutft geht 
reriftttiyy ffp n dftg tmprint-P^Iypgptid mrtwaflrigen L pfflangsmlt tdsystmen ittKflntaktkommt 10 

lim itfrr "^ fSr die bister doxdvefDbrte Methods des Imprinting* fet also, daS die [mpriat-Polypep tide labil 

and ttttd ftifwhtfeB lfrh fan ftrparacrfipn T^trgSmittfthyrtgm Aim 'mprnitfttgn (geprfgtenfr. ntoen ggttMchaftCO 

anfwdsen bar. bchaltcu. Die Konfennaibn der Imprint-Folypeptide bastert auf empSiuHichen, ridht-kovalen- 
ten:Bkdungeo»£obaId cfiese mit waBrigen L5sungsmittefeystemen in Kontakt koramen, mid die durch das 
fenpri ntfrg (ftagen) mduaertea E*g™«*afrfn nfcM m ^ nachweisbar Mp d irreversibel A* fte info- is 

Ttftffft If onfonnanoTOnn^nmg in wiBrigen Systemen energetisch imganstig ist Wire eine kovalente Firienrag 
und5tab2isierung der Konfonflarion der Imprint Polypeptide mSgfich, knnnten sie anscbfieBend ebimso im 
waBrigen Milieu emgesetzt werden, Die imprintete {Conformation wire kovalcnt fixkrt und nicht ohne S paltung 
dergekttiipften iindungen wtoren. Wassermolckfifc kBimten die imprintete Konforco&tton nfcht mehranfhe- 
bat Es entstflnden vdllig uette Pmpettirai zur Nutzung von Imprint-Potypcptidcn, da eine Vtehahl fajmiE^r- ao 
zbli bzw. r industries rdevanter Prozwse in waBrigen LSsungsmhtefaystexnen stattfindct Beispidsweise sind 
viele interessante Verbindungen rmt oder besser in wifirigenSystemen EsEch und die katafytisdie Aktivilaf v<m 
Polypeptidkatalysatoitft ist ebenfaHs in WaBrigen Systemen h5her and damit fiberhaupt erst komjoendell 
nutzbar. 

So fcflpntea tl & im vrtfityii Miligg aManfende Vfffr hren. die flpfgrtmd m gcringerodef kcrner Akthitatder 29 
verfDgbaren R)lypq>tMlBtalysatoren QSnzyme) gegrouber einem knmmeraxdll nntzbaren Substrat bisher nicnt 
znr Anwendung gekommen Bind, dorcbdax Fnderen der Koofonnalion des Imprin^Polypeptid^ m einer «whfebti- 
chen PK>ddctmtfitssteig«nmg fQhren (Erwextening der K^talyscogeiiadiaft). Bestehetde Verfahren mit natiyen 
Poiypepdden k&nnten duicb die Verwettdong von in ihrer Ejonfbnnanon federten und sfcbffisierten Jmprint- 
Polypc pd dyT yiyr «-"^rmf Effj^^^tpigftitngftf a^tt » ^^^nnfltt^T^^^?^ Imprint^o^eptid^<fe.5cfctaiv so 
daa Printmolekfll und/oder dessen strnburShnlldie Verbmdangea in wlSrigen Systemen erkennen soBen, 
k^ten al^ kfinstMe Antik5rper in der wiBrigen Analytik Scnsortecbnik oder Cnramatograpiue, me der 
Affinittochjtimatograplii^^p^^ in der T^nimflRpftrt^^^^f^pfa^ eiugesctrt wenien, Nacb bxsheri- 
gem $wd der Technik sind diese genannten AnwendungsmagfiiMeiten In waBngen Systemen bisinsr niciu 
durchf&hrbar. ^ 

AufgabederErfindung 

Soniit liegt der Erfindcng die Aufgabc togrnnde; in ihrer KoAfonnalion 6den= und stabiEsiert^ kovalent 
vcmetztK Imprmt-Polypcptidc znr VerfQgung m steHcn, die auch in w^Brigen Medxen emgesetzt werden 4o 
k5nnen,Ke n«icn oder erweiterten Katelyse^ und/oder Bindnngseagensctoftea der Iraprint-Poiypeptide soHen 
fbdert und stabfliaert wwden, Damit fet der Verinst, d L die Re versibultat, d cr imprinteten Bgensehaft (en) d er 
Polypq>dde in vafirfgen Mwfien nidbt mehr gegebea Die Imprint-Polypcptide and dann erstmals auch in 
katalydsdiesr diromatogfanaisehen und/oder analytischen Prozessen einsetzbar, die in wjBrigen Medien durch- 
genUtftwerden* 45 

Zur-Ltomg cfeser Aufgabe wenfen in ihrer Eosfonnsdon fixierte und stabulsierte» kovalent v<irnetzte 
Imprint-PolypeptidCt die sowohl in wfifirigen als auch in orgamschen L&snngsznhteisystemen stabH sind, rur 
Verfflgimg gestelh, die gemlB oner Ausfukungsf orm dcrch die folgeadfiji Schritte erhlltfich smd: 

(A) tkovalente EinfOhnmg von pojymerisierbaren, ungesitdgte BmduOgen enthahenden Gmppea in ein so 
Polypeplidf 

(B) tmprintiiig des in Schritt (A) erhaltenen Polypeptids mit eineni PrintmdeJdil in einem wSBrigen Medium; 
(Q Rgzyhation des in Schritt (B) er&altenen Pol^epdd/PrintmDlekl^G^ durch Zogabe eines pir 
PTSzipltation gceignetcn Addhivs und/oder Gefricrtcocicnen des in Schritt (B) crnahmtn Polypepo'd/Prmt- 
moteki&Gennsches^iind 

(D) Oopolymerisstkmdes m Schritt (Q erhaltenra Imprint-Polyp zpuds in einem orgamschen Lftsimgsmittel 
mit; einem Crosdinkex; der mit den polymeriderbaren, ungesltn'gte Bindungen enthaltenden Crruppen 
copoty tn e rid erbarlst 

GemlB einer anderen AnsfOhrungsform sind die in ihrer Konformanon fixierten und stabilisierten, Ixrvalent CO 
vernetzten Imprmt-Polypeptide, die sowohl in wSBrigen als auch in organischen L B a ing s mjt telsystemim stabil 
sm4crhaltlicfa durdi die folgenden Schritte: 

(A) kovalente Ehfuhnmg von polymerisierbaren, nngesattigte Bindungen enthaltenden Gcuppen in ein 
Polypeptid in einem waBrigen Medhun; 6S 

(B) Ininrindng dd in Schritt (A) erhaltenen Polypeptids mit einem PrintmoleJdil in emem waBrigen I^edium; 
und 

(Q Copoipnerisanon des in Schritt (B) erhaltenen Polypeptids in einem waBrigen Medium mit einem 
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CnrrtMixdarnrit den porymerisierbarea imgcsaitigte Bindtmgcn eaihaHendenGngpcn copolyiacnacr- 
bansL 

Wekggldsimgea der Anfgabe be$teliea darfa. den Schrftt (B) vor dem Scbritt (A) Oder die Schritte (A) nod 
5 (B) gkadtzehig dnr rfnnfphr eiL 

Bescfarabungdef Erfindung 

Dasei^ungsgem^VeiMren(fcftbel^ 
10 ungeaatfigte Bindnngcn en th a ftepd e u Grttppen in dn gcgcbcncnfedb imprintetes fe q tf agto) Pofypejitid, z. B, 
cib Prot sm , W^i d i EnsteMung der gewflnschlen PoIypeptidkDnfonnatioii durch das Imprinting und das frfexpi* 
ti eren oder Gefriertrocknea (Schritt (Q) nmfaB t das cifindxmgsgemaB e Vcrfahreil den wdterui Schritt (Di daS 
sdekoV an den ungesattigte Bindnngcn eMbaltenden Grttppen der deriroiklerten Polypeptide due kuvakirte 
Vernettnng dnrch Coprfymerisation mft emem CrosdSfltof, z. B. einer dfoinyiisfertai Verbindong, mttfi nd et , (fie 
is dir gnrQiacfatc Potorpticflmnfftmatmn Imvalf nt frvrt mvft wfrMfifrfni A-ff* 15 * 11 ™ 1 Ist das tovalcut vemetz» 
te Imprint-Polypeptid sowohl in wfrgrigen ab aucn in organischen r4sungsniittclsygteinen ytabfl und dkr inqirin- 
teteE5genschaftz,B-emeverandarte Katalyse- tmd/odcr A ffrnrtiitegigenschaft, kann fflr kpmmamefle Anven- 
dungengeaijtztwerden(»dheFJ^3imd4X 
f ur du rlmprintiQg eignen sbk Polypeptide not beispicbweJse ADq*> Aryi-> OH-, NHj- r SH> ind/oder 
20 CQQH-Gnrppen, <Ee ana einen mit dem Frinfmoletifl fiber nicht-fcovalente BLodungen* Z.B. Ionen> Wasser 
stoffbrflchfnhfnrinngeD, hydrophobe Wedistlwfaktfflgen, van der Waals-Kriftc, M ct aHd Mhto ylw^ inter- 
agierea *™d TT^ n anderen vor r w2brend oder nacb dem Imprinting bovalent mit Gruppen derfaatisierl werden 
fcSa n a yiBe polymerisiex bare^ungesSttigte Bindongen fnthalten * 
In eter bevorzngten Aosffifamngsform werden Polypeptide mh OH*. NHr und/oder SH-Gruppen als Aus- 
25 gangsvobii idnngcn vetwcndcL 

In emer weiteren bevumxg ten AusfOhrungsform werden native Proteme als Polypeptide verwendet 'rorzugs- 
w^t&e Epzy mCt in rf iC8onder^fi'^ SfaicoiidaiC O^fei , c&^3 bp yiriofaypaift 

Bevorzngte Enzyme werden ausgew&hl t ans Grido-Rcdokiasen, wie D- cod L-AminosaoreOaddasi^ Alko- 
holdebydrogenasct Gtoooworiduc und Fonniatdehydrogcwue. Wdtere bevorzugte Enzyme and auitgewattt 
30 aus Hydrrdira, vrit Protease Peptuksen (z. B. RenninX Amytal (z. B. o-Amykse, g- Amylase, Ghico amylase, 
M3aladogdase)iGiyccttidascn, Agytesen, Upraaund Esterases 

' Weiterhinkannen bevorzugte Enzyme tmgewftlt werden aw feomerasen. wie GtocMrisomefase iind Ami- 
TTftg l 'fi B» Racgfii asen. 

Ah wextere bevorzugte Enzyme fcSSin Poiymeroeiv wfe DNA^PoJysierase^ TVamfcrasen. wie Pbospho- 
3s transferasoi odcr Iigasen, wic DNA-Iigascn ven^rndct werden. 

Die BrnfOhron g ifa polymerisierbaren. ongesiriigte Bindungcn cnthaltendea Gruppen wird in dnon w&Bri- 
gen Medlmn durchgefitoL Vomigswdse Uggt der pH->Wgrt to vaBrigcn Medium bei etwa 3 bis 1Z vorzugs- 
wejseetwa5bis8undinsnasoiidcre 

embaiten. Voreogswebe ist das Puffeisystem ansgevSUt au* etaem KaSnm-Fha^bai-Puffer, einm C3tronen* 

40 siure-Pho^shat-IHiffecTlrWii^ 

Pat? wfi m^gy prinafifr Ve rfahrfn iff "ffrn^pyftift dudtifffb tf™'**™*****, ffcff dig ggirfa der p«iymB> 
riaerbaren. nngesittigte Bindnngen enthahenden Groppen, vorzugswese Vuq^grupper^ in em Pdy])eptid in 
selekthrer Weise zu erfolg en baf. Ein Tea der funktiondlen Gruppen der Polypeptide (OH-y VHv SH-p OOO 
Gmppen), der wafarenddes Imprintings im waSrigen L5snngsmittd9y5tem mh ci nc m Priotmolekfll intemgjtr^i 

45 so^soUnicht derh^crtwerdeiL Dies kann beispid$*eise durchdie Morver haltnisse von Potypeptii/oJe&ii- 
sciicr Verbxndung gestecert werdeiL Der Grid an Denvatoertrng wird durch die jewei%e Prirotocquenz des 
Polypeptide die Aminoianrczusamincnsctznn& t£e Temperatcr und den pH-Wert bestiijiiirL Der Kr dw BA^it 
der rmprimftfn Eigenscbaft optimale Grad an Derivatisierimg ksnn leidit Oberprilft werden, indem das iucbt- 
derivausierte Imprint-ft>lypeptid mit den in m rtrndi irtfliriiCTri Grad derivatz&erten Ion/rint-Folypepttden hin- 

5Q yrhffi c^i ^**^j^**^ flwici^iii^i y i^g ^ft^^iw ff^ffn^ verg^ rf i ff n w^d(^ig* 5^ 

Bevorzngte Molverfaaitnme von Polypepdd/otefinxscher VerbJndnng Eegen im Bermdb von erwa 1:5 Hs 
1:30a 

In einer bevorzugten Ausfflhrungsf orm des erlindUflgsgemfiBen Verfahrens werden olefixnscbe Verbindung 
oder derea Gemisch^ aiu^ewabb ans der Gruppe bestebend m reaktrven Analoga bzw* Derivaten der 
55 allgememen Formel (I) 

$5 verwendet' wobei <& Reste Ri> Rj und TU miabhangtg voneinander Wasserstoffatome, Carr>^cyireste» 
cydbcheodcr Eneareb snbstxtuitrte oder ms$ub$trmierte» ge^tdgte oder nngesittigte ADofrest^ AHcoxyreste 
oder Carboxy^ylr^te mit vorzogs^eise bk zu 10, berorzegter bis zu 6, insbesondCTc 1 oder 2 Kohlejistoff &to- 
men oder sabsttadcrte oder unsnbstitnieTtc Arybc$te oder Carboxy ary lr est c sind, mit der MaBgabe; di 18 nunde* 

4 
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stens einer-der Reste Ri> R& R> and R4 unabhSngig vonemaiider cm Carboxyl-, Carb oxyalkyl- Oder Car be *yaryi- 
r est 1st 

Vorzugsweise rind 1 oder % fasbesondere 2 der Rests Rb R& Ra und R* tinabhangig vonrinander em 
CarbaxyH Carboxyaflcyi- oder Carboxyarylresi, rasbewiderc Carbaiyi- oder Carboj^alkylreste mit in fceson- 

Voizagsweisc sind die Restc Rj , R3 odcr Ri, die keia Carbasyh Carbaxyalkyi- oder Carboxy&ryin st sbd, 

nnnhningig vongnander Wasscrstofiatoine oder Alkyfast^ bevomgter Ethyl* oder Methyireste, fasbesondere 

■» ■« « 

Mtuiyireste. 

Falls&Re^ R^ R&R3 and R4 snhs&id^ 

rind dfeSgbstforentgn vorzugsweisfi ausgewShlt aus der Gruppe bestehend aus Halogenatomen, Nitros i\jnido^ to 

Carboxyl-, Ester- mid Alkoxyresten mit vorzugsweise his zti 10, bevormgter bis zo 5 and insbesondere 1 oder 2 

KonlenstoBatomea 

Falls die Rcste R(, R% R3 und R4 unge$3ttigte Alkyl-, C^boxyalkytrcste oder Alkoxyreste sind, enthahensie 
vonxigsweise bis zu $ bevorzugtsr bis *tt 3 and insbesondere eiae imgesattrgte B in d u n g . 

Falls dfe Reste Ri,RaRjradR4$tiD^t^ is 
die Aryireste varzngsweise Phenyl* oder Naphihyircste, wobd die Subsdtnenten vorzngsweise ansgewahlt sind 
am? der vorstehend fflr substitmerte ABcyK CaitoxyaJkyK Alkmy*, Ary}- oder Carboxyaryireste genannten 
Grappa. 

In einer bevoizagten Aroffihroiigsfarm werden Vcrbindungen ansgewahlt aus der Gruppe bestetomd aus 
Itacon-, Matefo-, Ctoacca-, Croton-, Methacryi* und Aoykaiire verwendet. 20 

Varzngsweise werden olefmische cycGsche oder ofcfat-cycOsche Anhydride, wie Itacors Making Giracon-, 
bzw. Croton-, Acryi- oder Mcthacryisiur^hydri^ oder die Saurehalogenidcy insbesondere die Saorechloride 
dergenatmtcn oleffaischen Vcrbfadnngenzur Dcrivatisierang verwendet 

In einer weiteren bevorzngten AnsfHinrngsform wird als oleftnischc VerHndung Itacon^eanJ^ydrid (ISA) 
in emem waBrigen Medium, vorzugsweise im pH-Berrich von etwa 3— 12 verwendet; das selektiv nnd kovatent a 
an OHy NHr nnnVoder SH-Grnppen bindct (vgL Tab. 3). Die Anzahl an ISA-Bmdnngen wird dutch ale 
individnolle Primtoequenz des Polypeptide die Temptratnr und den pH-Wert bestinunt Der fur den Eriialt der 
imprinteten Eigenacaaft optimale prozcntnale Anteil an inogEcher Derivatisieniag wird nnerprflft Darn wird 
das nidifcdenvatisierte Imprint-Poiypeptid mit den w unierschiedlichem Grad olefimsch derivaiteierten h nprint- 
Polypepsden MnrichtEch der gewflnschren E?gtnschaft(en) vergEchen (Fig. 5). ao 
^a einer weiteren bevorzngten Ausfthrungsfonn de$ erfindimgsgemfiBen Verfahrens warden zur Stsibflisie- 
rnng der<gewCmsdite&^ fBr da^Iinprkling wichugen Fanktson'ilit&ten 

wanrend' des DerwanaerimgsTorganges (Sdlritt^AS Polyole, w'Fo^yi^engbtofe-Sorbfeol Sacc barest 
Gl ucos e und/oder Glycerin oder Salze zngesetd, wfe Ainmoohan- , Alfcafr odcrBr dalfagsnK atft -pnophate oder 
^halogemdrv wie (l^SO^, Na^SO* MgSCU N^PO* CaHPO^ (N^^PO^ NHA Naa und CaO, as 
Damzt besitrt dieser Vcrfehrensscbritt viele Freiheitsgrade, cm ate Ergebnis em fnnktioneU akdve^ und d erivati- 
siertes Impjint~Folypepti&zo erbalten- 

Da^tcnndung$gemB6e Yerfahren ist anBerdem daduruh gefcennreidmet daE das Polypcptid vor, v? ahrend 
oder naeh dem kovalexiten Bnfuhren von polymeririerbaren, ungesattigte Bindungen entnaltenden Gmpj >en mit 
tincm Printmoletfa im waflrjgen Medium inhibiert vird Das PrintmoIdcQl und das Foiypcptid bilden diibei eia 40 
PdypeptjdVPrmTTnnlRkfil-GetinsA wobei das PrintmolelcQl nnd das Polypeptid fiber mcht ko valente V) &±sd- 
vivkaB^mtm^en^D^dx^ wird die Conformation dea Polypeptids verandert das damit nene utid/oder 
verflnderte Bjgeatchaftett bat. 

Als Frtonotekfl] bm wrzngswege tine Verbindung verwendet werden, die dnehohc atmfctnrdte ntd/oder 
chirate Ah n h'chlr ri t mh dem spiteren Sabstrat des fertigen in seiner Konfonnatfon firicrten end stabfliriertenp 4S 
fcovalect VOTiet2ten Iznprint-Pojypcptid hat oder mit dem sp^tertn Substmt tdentiscb fet 

In einer bevonnagten Ansfuniimgsfdnn wild als Polypeptid oChyno trypsin tmd als PrnUmolekiil N»Ac- 
(D^lryptonhan, h^Ao^)-Tyrosin oder Ac<D)-Phenyialanin verwendeL 

In einer weiteren b evoem g t en Ausnjbnmgsfbnn wird als Polypeptid Rmderserumalbunnn nnd als Priiitmole- 
tcQI L-ApfelsSurr verwendet oder als Polypeptid wird D- oder LrAmmosSnre-Oxidi^e tmd als Printrsolekul $0 
werden naturficne oder nicht-natflrlidie (D> oder (l^Aininosauren verwendet 

Anflcnfan ist d«c »rfinrfitnpgi^ng8^yfyfft})rpn dadnrcb gehenmsdehnct diff in yr^^" wsfirigen Medinm 
gel^Boiypeptid/Ptmtn^ 

vea erfolgen, die2nmPrSzipmeren des Poiypeptid/FrintnKdek^^ tn wiSrigem Medium geeignet ami 
In einer bevomigten Ausfuhrongsf Ofttt Wgnlen wassermisebbare organische LBsnngsinittel als Addhire turn ss 

Prtfcap hicr enryerwendet; vorzngsweise Aceton, Metnyiethj^keton^ Methanol* Bthano^ Propanol and E wanol, 

in^asondere n-Propanoi oder IsopropanoL 
heina^dteretiAtrfuntragsJ^ 

b einer weiteren bevorzngten An^hlhrungsform wW das r^lypepdoVPrintmoletol^jemiscfa sowoU 
tiert alsanch gefriergeffodmet eo 

Ober cEe pdymerisifirbaren, nnges2tt!gte Bindnngen enthaltenden Gmppen wird die impimtete Koafornu* 
don des Polypeptids in cinem weiteren Schritt dnrch CopoJymerisation kovalem fbdert 

Die Gopolymerisation wird votzugsweise durch UVnStrahlniig; Peroxide oder Raditabtarter (thermisish oder 
durcbUV^tranhuig^ inmierL 

Vorzugsweise werden &ls Rndlkalstarter Aiobtsverbindungen, wie o^-Azo^butvronitril (ABM) oder 65 
2J?Mzo4is444-dw^ (ABDV) verwendet Insbesondere bevoneogt werden als Badfleal- 

starter AIBN oder ABDV verwendet und die Ojpoiymerbadon wird mhteb UV^trahlung inhiiert 

Das crfindmgsgemaSe Verfahren ist weiterbin dadnrrfi gekennzeichnet daB fur die tovalente FMenmg der 
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Konfarxnation der narii der Prizipization imd/oder dem GeMertrocknen erfcaKenen derivatisierrcn llmprini- 
Polypeptide tm Crosslinkcr vcrwendet wird 

In einer bevorajgten Ansfflhrungsfbrm des erfrochmgsgemafleft Verfahrens werdea ah Grosslmker imgcsSt- 
tigte Bindungen eathaftende Verbindungen oder derea Gemcdie, ensgewahlt aus der Grappe bestefcead aus 
5 Analofia fagw>Derivatea der allgemeinen Fprniel(fl) 

HjC-CpxHRj^-Cp^J-CHi (H) 

verwendet, wobei did Rests Rj und R3 unabhingjg vnnexnander Wassenrtoffatome, eyefische oder lineare, 
10 ongesattigtg oder gesSttigte, substituicrte odcr unsubstftmerte Mky^> CarbojyK Carboxyalkyl- oder Alkyfei* 
herresteinh vor2Ugs*reise bis za lftinsbesondere 1 oder 2 Kohlenstoffatomen oder substituiertc oder uusubsti- 
ttrierte Aryireste ami and der Rest % em eyefecher odcr lincarcr, gt&ttigtcr odcr pqgetittigter, mbtitttoter 
oder nnsuhstiiitiertcr Attq/1- odcr Alkylethcrrest ait vormgsweise his za 10, insbesondere 1 odcr 2 Kofallenstoff- 
atome&CMleremAiylrestistuadQe^ 
15 VoragswwsfaddieRegteRi nadRs Wassmtoffatome. 

Ineiner.wekeren bevorzoglen Axisfifl zrui^fufc ikDmieii die Reste Rt imdTcxtoRimchrab lOKoKlemtoff- 
atome cnthaltea In emgr wdtcrcn bevorzugten AnrfQbnmgrforni hat n einen Wert von grSBcr 1<X Slpezielle 

Befapiftte irfnd flltfim gC* 1 ^ folyi^ti yl^gjy toftfr A MtriKrfltP. rwjysfli* Vftn Polys rr ytomidffTi 

FalkeSe Rest* Ri,Ra und Rjungesito^ 
20 Forme! (PgenamyBed^ 
reste anwescodsein* 

VmVltgSWfl^r rflld dfr wrflr*rtri»t»« f>ftgdinlf*r flff^Wffbh ffflff dCf fl«pp» faggtfthiwd aiw nhjmyfaTlryl- imd 

Divinyiaryivcrhliidttflgfn» insbesonderc Dhdnylbcnzol oder IJMHfaxadfau 
In etner weiteren bevorzpgfffl AiisfDhrungsform sznd die verwendetea ungcs&tQgte Bindungen enfhidtenden 
25 Oossfinkerroder derea Gemisebo ansgewahh atts der Gruppe bes t ehen d aus Analog* bzw. Derivuten der 
aflgemeimai Fomel (ID) 

CHaf<Xfc>^X<r^X- 
w O O 

On) 

wobd dte Rest Ri^Rj end und tuto vorsteiienfl fur die allgcuiduc Fcnsd (I!) gesannte Bedestungfoibco und 
35 derRcstXehi Sapertfrrffotom oder die Oruppe -NH ist 

Vorzngsweise sind die Crossfinker ansgewflhlt aus Ethylengiykoldtmftharrylat. N^'-Methylen-bis-atxylamid, 

r xitacoes algealtj danaiden yd TV Ufffxrn riiirffflT^anTtdfnr 
In erner hevcrangten. Ansfflhrungfonn wM die Copolymerisation in Cydohexaiy Tofaol Aceton, Aflaaole, 

Essigganreetfayfester, Tetrahydrofuran. Chloroform oder derea G emi sc hen , imbesondere in Cyrinbexan dutch* 
40 geffihrfrvwobei Torzugsweise Et^engWcoMTmrihnrrylat. Divinylbenzol Dwtacon^urealkylamide, -aryiamidc, 

Divmylalkyi- oder-aryivcrbindnngen ab GrossEnker vcrwendet werden. 
In eieer bevorzt^en Ans&Ov^ 

dcrivatiaierte Imprint-Poiypcptid in einem orgauischen Losuogstnittel eospenffiert; etner oder mehrert; der ag. 

GrosdinlcerJuimigegebei^ der Radflcatoartei; z. Bl AzobisverKndungen (ct^^Azo-bobulyronitril (AH IN) oder 
45 ^Aii>to^2.4-ditted>}^ 

gestartet^Dsekovalente Krienmg der Pdypeptidkonforniadon erfolgt sefebiv Hber die zuvor emgefflhrten 

olefimajien:Doppelbtndin^» db wkhtigen freien RmVtionafitaten des fngmm-Fofypeptids werdta durcb 

diewn^cWtt nicbt blockiert D&nnt ist die bnpnmete Konformation kovalent federt and Im waBrigea und 

organisoben i-Jfau i i^mt^ t^^l^yy^ipnj nnt^^aTf 
so Das in semerKonformadon fixiarte r tmd stabxCsierte, kovalent vernetzte, Imprmt-Folypeptid ist unter vielen 

Bedingtsngenre^&etzbar unter denen es obne die adektive Einffihrung von Resten end dSe Copolytoftrisation 

instabfl ggwesen trireyZ. El in wflflrigen L Bw ngWi ttelsjfsteniciL 
In einpr wtiteren Ausfflhnmgsfbnn wird ein Polypeptid dunch die kovalentc EmfQhnmg von polymerisierba' 

rnyimgftfgtdgta Bindungcn esthahenden Grnppen derivatisierL Das Polypeptid kann am der vorrstebend 
$$ gcxuuxQign Gropp£ ansgewflbltwerden^ We Derivatxsierung kann wie ffir den Scbntt (A) vorstebend besduieben 

dnrcbgefQhzt warden* 

Sodazorwird das Polypeptid nit einem Printmolekul in einem viBrigen Medium imprintet (gepriigt). Das 
Priatmolckal fcann to vorstehend beschrieben ausgewghlt werdetL VorzugsWeise wfrd als Polyp<jptid ein 
nitiiv^En^tindflhPrintc^Ie^ 
60 Anscblieflendvnd die Copolymerisalxoii in einem frfBiigen LBsungsmittel mil einem Crosslinker dnrchge- 
fOhrt, der nnt den pofymerisiBrbaTe^ 

&pcJymemation wird wie vorstehend fflr den Scbritt (D) beschrieben durchgefOhrL Die Cros5I^nke] , werden 
vorzugsweise acs dea vorstehend bescbriebeneti Gmppen ausgewahlt Der Qmdinker wirdso gcwihlt, daB cr 
in dm^wiBrigen Lo^nngguittd Idsfieh ist Vorzugsweise wird ah Crossfinker N^-Methyien4«sacryiamid 
55 verwendet 

Die Bfiadung wird anhand der folgenden Beispiele veranscbanlicht 
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Bwpiell 

Schoncnde Enflihnmg vun oleHnischeaGmppenin Polypeptide 

A. Vmyiienmg von a-Qiyrootiypsm (EC ZA2 11) mit IiaconsSurwihydrid 5 

Unter Rflhren wird ttChymo trypan in 10 ml 0,05 M Kaliura*Phospbat-Pa£(fer pH 7,8 geftst Bet Ranmtempe- 
r atnrwad nwrfpiifBrpd spatefcpUzenwttae ItaoonsSurcanhydrid hinzugefSgL Die bci jcder Zugabe des Auitjr- 
drids-anftretende Enuedngung des pH Wertes der Reahfons&simg wW dttrch Zugabe von 5 M NaOH 
kogigiertNachBeendignngderZngabeto 10 
korrigiert Die erfsaJtene ReaktionslSamg wird znr Abtrcnnnng der mederuKiIekiilAreft KDmponenien mit Hilf e 
von PD 10 Gelfihradonss3uIen (Pharmacia) in Qfl5 M KaGuiZhPfa<^2ut^Pafier pH 7fi umgcpuffert und 5 chlieB - 
fich lyophiHsiert Die eittymatische Akti vitflt von a-Chymotrypsia wird anhand der Hydrdyse von B<auoyl- 
L*Tyrosmetb^eytcr in emem pho tometrischen Test errarttch, Das AusmaB der Moriifirirjmng der ftmfctio wilen 
Gruppea wird mit l*jS-TVinkrobeQ2ol^oas5iire (TNBS Assay) hestnnmt (Habeeb AJF-SA* AaiL Bio- ts 
chest 14; 328-336). Tab. I zeigt die ReakrionsansStze, das jeweiEge Aosmaft der Motffideitmgdcr funilionel- 
len Onwen sowie die enzytnatrJchen Aktivit&ten der a-Chymotrypsin Derivate im Verhiitnis 
EnzyxxL 

Tabeflel 20 
Damtisi erung von a-Chymo trypsin mit Itaconsanreanhydrtd 











23 


ZnrDeriratisaung 
aagwsrt /ift ct-Chymo- 

raKatl 


Itacoasanrc- 
ankydrid 
[mg] 


Rest alrtwtat das 
Derirats 
[%] 


Modiii2£sroflg an 
fimTctfonetlen Grapp<si 
[%] 


30 


2765 


1^5 


3* 


24 




2765 




31 


27 


35 


2765 


10 


30 


57 


2765 


30 


30 


66 




2765 


60 


18 


75 





RVmyiierung der ^Gtucodda^e ans der Mandel (EC 3^121) mit Itaconsiureanbydrid 

Unter Ruhireir.wird die p-Gtacosidase in 10 ml 0,05 M dtronensaur^Phosphat-Puffer pH 6,0 gelSst Zur 
StabMemng desEuzyms kann D(+>Glucose zugesetzt werdeiL Bei Raamtemperatur wird anscblieBecd 45 
spatelspittenweise ItaconsSureanhydrid hiflzngctegt Die bei jcder ZugaBe des Anhydrids wrftrEtende Erniedrv- 
gongdespH Wertes der RejktimMlfisung wird dnrcfa Zggabe von 5 M NaOH torngjerfc Nach Becmfigcng der 
2ugabe des Anbydrids trad nodi 1 Strode gerdhct und der pH Wot nocfcmab loorrigiert Die eritaltene 
Reaktinttiifisnng wird zur Abtrennnng der niedennolebdaren Komponenten nut HOfe von PD 10 Gelffltrations- 
siolcn (Ptunuxda) in 0.05 M QtronensaintsPhospliat4*affer pH 6,0 umgepuffert und scblieBlich lyophilfcierL 50 
Die enzyimtiscfae Aktiviat der fW5tuoosxdase wad anhand der HydroJyse von 4-NilxophenyI^D-gUzcop yrano- 
ddineinempbotDmetrischenTesten^ 

2^Trii^bepzptol£bas^ (INBS Assay) beaftnmfc Ttix 2 zeigt (fie Reakti on sansa t ze. das jeweffige Acs- 
maB der ModiSzienixxg der fnnktionellen Gruppcn sowie die enzymatisdien Aktivitlten der fKJluotraidase 
Derivate na Verhaltnis ^ freien Enzym. ZdnxSdmtz des aktiven ZentnmK des Polypeptide wurde als vldditiv 35 
Glucose hiarugegeben- In Gegeawart von 3M Glucose konnten 99% Restaktivh&t nach Derivatjsienmg erhal- 
tenwerden. 
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TabeUe2 

frffiucosidasc grit Baiaoittaflfcanhiydrid 
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500 
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100 


3678 
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100 
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130 
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55 


99 


3678 


130 . 
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85 


99 


3678 


130 


3 


99 


98 



10 



IS 



20 



30 



Beispiel2 

Resktmffit voa Itacons&oranhydrki mit denSmtenkcttcuvoa Pplypeptiden 

In 5 ml 005 M Gtranensflare^hospbat-Puffer pH 7fi werden venddedene a^N-Ac^-{L>Aniirosaiiren 
galSst, unterltulir en mit I^cn^ureanhydrid vmctzt raid 1 Stunde bed ftaumtcmper*tur inkubicrt Dm TNBS 
Ass ay wu t l je Ansatr mit eioer Probe der im Puffer gcl6cten iirN-Acetyi^)-Atnmos£are und mit der ©it 
Iiaam$apreffi*hydrid inknbierteii o*N^cetyl-(I^Aittxno8&ure diuuLgefQhft 

Es kaon festgesteflt warden, daB ItacoDSfiqrcanhydrid mxt den Ammognmpen von a«N-AcetyKL)-Lysb tmd 
AcetyHLKHutainio, mit der Sulftyd/ylgnippe von e^N-AcetyKL)-Cysteifl 1 nnt dm Hydroxygnippen von 
a*r^A(5^LJ=^TO5hi und ^N-AcetyJ-O^erm *n reagferen venrag(rabL 3). Die Reaktivi&ten d«; Itacon- 

Untersuchunscn zur Rcafctivit&t von It^nsSmranhydrid 1 





RnjSliondlerRflst 


MaBanModifikaconW 






96 




-OH 


89 




-C(0)NHa 


81 


o-N-Acctyl-<i>-Lysia 




68 


a-N^AcetyI<I)-Cystein 


-CHjSH 


15 


a-N-Aoetj4-(I)-Asparapn. 




0 






0 



45 



55 



*&u Ifrfichca MoHbersdtog zBgegeben. 
^Nadb. lh tt^ifrirwigTri t; gemessea wk TNBS* 



ZnrStabSEtatdefqg Bindungen fet Festzuhaltea daS beiapiekwefee prtmsre Aminogroppen mh Itaconsatire- 
w anhydi^zu AinidbindnngBn fQbren, die von pH 1-12 und b« Temperataen bh 2n 70°C$tabiI rind ||R. Kolle, 
1994 Dissertation, TU Braiinschwri& DeUBC&Und, 53-59). 

Beispiel3 

65 Hcretdhmg ernes firiertca Ixnprint-PoIypcptidS 

30 mg das mit haconsatireauhydrid derivatisiertcn a<3iymotrypsii» au$ Bdspiel 1 (AusmaB der MocBfirie- 
nmg « 70%) werden in I ml <W>1 M Natriuni-Pbosphat-Palf er pH 7fi gelost Der Puffer enthib N-Ac<DyTrp in 



8 



09/22/97 MON 15:44 FAX 3081000 STIC MAIN 1025 



DE 196 27 162 CI 

voq 0^02 M. Die L5stmg wird auf (PC gekuhit und mit 4 ml l-Propanol das oof -20*C 
geknhlt^wurdc, vcrsmt Das resoltiertcde Pradpitat wird zentrifogiert, mil 10 ml 1-Propanol gewascien nnd 
.yh He Bfrft [yopMfiaert In Off ml Cydoheran wcrdcn 540 mg Ethylenglyfcoldimeti^^ mg^Vza-bis- 
(2^mylpropbnsaurcnilril) gelfct Darin warden 5 mg Lyophfllsat suspendkrt Die CopolymoTsatioa wird 
miitds QV^Udit irndtert Die Oopolymgrhatipnsdaorr bctragt 4 Stunden. Das kovateat vernetae nnd iinprinte- 5 
te a<3tywotx y p wL (vemetaas, ImprimVFobipeptSd; VIP) wird mit C&dchexan gewaschen und !yo|iHIiriert 

Zcr Qbfixpmfim^ ob das dcrivatiacrt^ imprintete (IS A/impr Chy) hzw* das vernetzt€* impriniete Chyi&diryp- 
rin (VIP) die-imprintete Hgenschaft im orgafllschtn Lfisttngsmittelsystem don natirea, imprinteten 
Oiymotrypsm (na/impr Chy) besaB, worden fille drel fonprim-PoIypeptide zur Synthese von N-Ai^pyTtpEE in 10 

Cbyvnd VIP inden ersten 100b bessere Abhitaten hatter als das na/impr Chy, Dieldnetfechen Effdcte each 
lOOhUrasetnmg rindasf den EmfluB desfrdwentendea Wafers bd der enzyrnatiVhen Kond^nTOtiOTigyqlction 
im flag gy Iiftrong yprtt d Tpr ficfofli ^k^ffi - 

15 

Bdspid4 

EInsatz des vemctetcn LnprmtvPolypeptzd^ (VIP) im waBrigcn Medium 

DasvTPwWioPtospI^Prffer^ 20 
ler vorinlcubiert Die RcaMon wirddnrchZngabe dec Substrates, dem N-AcctyKD)-tryptophanethjicstcr (10 
mM), gemrtet Das VIP idgte cine speiifische p)-E^hydrdyse-AMvitit von 0,04 iunoI/(min ♦ g). Das native 
mckt-gtfpriiUtt^. das- nichtvernetzte imprintete tmd das mcbt-imprintete veractrtc o-Chymotrypon l>esaBen 
keinerid (D)-E$ierhydrdyse-Akihdtat 

25 

BcispidS 

Emsate des vemetrtea Imprint-Potypeplids (VIP) im organischen Losungsmittd nach Vorinknbatioa (lh) u& 

wlBrigcn L&rangsmittelsystem 

30 

A* Das VIP wnrde Qrlbtn emem Phosphat-Puffer (10 mM), pH 7A bd 2F C inkubiert Kach Lyophi Esatxoa 
d^ Ansmes wurde das VIP in Qrdohmn wpendlert Nacb Zugabe von N-Ac-(D>TiT> (10 mM) und 20% (v/v) 
Ethanol wurde die l^i^tyi<D>iiypt)D TtomcwxMttler gestariet Das 

VIP zdgte cine spczifische (D)-Erterfc)drdy^Akti^^ • g)L Die imprintete Egenschaft 

Zing somit nicht im wafirigen L&sxmgsmittelsystcm vcriorcn. 3$ 

R Wis m B ci spie l 5A_ bescmiebea jedoch QDter Verwcndung von N-Ao<D)-Tyrosin anstdlea von N-Ac- 

C Wic in Beispid 5A. bcscfarieben, jedoch mxter Verwendung von N-Ac<D>Pheny!aIamn anstelle von 
N-Ac<D)-trp. 

40 

Beispiei6 

Hemelhmg cinea fan ert en, Tmprint-Polypeptids air selekthren Adsorption 

50 mg Rifld&rsgnmalhtmim werdm in 10 ml 0,05 M KaIittm-Pho$pbat^Puffef pH 5$ gddst. Bci Rnumtcmpc- 43 
rater wird an s chEeflend miter Ritbren spatcbpitzemvdse Itacon^mxanfaydrid hrnyngafiigt Die bei jedeir Zuga- 
be des Anhydrids anftrttende Ermcdrigung des pH Wertcs dtr Rcaktiocsl5scng wird durch Zugahc von 5 M 
NaOH fcorngiert Nacb Beendigimg der Zugabe des Anhydrids wird noch 1 Stmide gerdhrt und der pH Wert 
nochmals korrigiert Die erhaltene KeaktionsiOsung wird zur Abtrennumj der medennolekohren Komponenten 
mit HDfevon PD 10 Oeffihrationssinlen (Pharmacia) in 0,05 M Kalhim-Phzwphat-Pnffer pH 55 omgepoff ert und 50 
sshISeBli± typphilisien 

Das AusmaB d er Moflfiaenmg der ftmktioneDeB Gmppea wird ah V^Trinmx^enzoi^ojijAure (TNBS 
Assay) bestimiQt 

30 mg des mit ItaconsSqrejmlrydrid dqjyatisi erten lUndersenmialbminns (Ansmafl der MoSSsiettsng -- 85%) 
werdfinin4mlH20dfistgdostDiewaBrigeLo5^ 55 
I3$m^ wird bd pH Ulf O^C gekm^ 1^ 

resultiereiHte Pr Szip itatwird zentrifogiert mit 10 ml 1 -Pro panel gewaschen end schSeSEcb tyophiSsiert 

In W ml Cydohexan werden 340 mg Ethyie^ko Idmiihacrylat mit 4 mg 2^-Azo4ris-{2-mcthlypropionsia- 
renitril) gelfisL Darin werden 10 mg LyophnSat suspendiert Pie Oopolymerittikin wird mittels ITMJchl 
inhgert Die Copdymerisationsdaner bettSgt 4 Stcndeo, Das Lovaient vemetzte cod imprintete Rmdmermnal- to 
bamia wM mit Qy dohexan tmd jyop haisier t 

Wie bd Dabniis und KHbanov, BiotecbnoL Bioeng. 3d (1091), 176-135, beschriqben, wnrde das Ansmofi der 
B indungsaffp nttt des imprmteten Rindenernmalbnming zn L-Apfcls5ure uotenvcht. Dabd zeigta siti, daB 
sowohl das impriniete als anch das veractztc, imprintete Rmdersernnulbnmin in Etbyhcetat Bmdimgsaffinitat 
zn L-ApfcIsJUirc aufwiesen. Im wSBrigen Mcdinm war IccEgUch das vernctzte, imprintete WndOTCTmn^lbiuninm & 
der Lage,LApfdsaore sdektiv 2U adsorbieren. 
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Bekpiel7 

HmAeOoQgtidfis nahVen, fcdertcn Folypeptlds 

5 In 29 ml(X05M QtroiicimtirC'Phosphat'Puffcr pH $fi werden 50 mg der m 98% derivatisieiten p-GIocwidar 
se (sdche Tab, 2) end 250 mg N,N'-Me tW«obJsao7lamid gelBst Die Ccpdymerisation wird dure* Zagabe von 
05 ml eipet Aminommnperoj^ [5% w/v) tmdO^ml einer 34)imed^mTnopropicugtriItoyaiig (5% 

v/v) gestartct Nach cinw R^htonszrit von 5 Stunden wird das Copolymcwat in etoem Faltenfflter miacnst 
infcOffl&crCffMNaai^snT^ 

to sat wild in 0,05 M QtroDBDsaorr4%c^hat^PnfepH Sfi atrfgenommcn end an^^cBcnd^DpniBdttt 

Die enoime StabSfciening des vernetzteu Pbfyroti&gegentiber dem niriven, nicbt*yeniemcn utait« Tab, 4 
enichflicb, in derdic Halbwertszeiten dc$ Polypeptide bd vcrscMedenca Tcmper^mrea angegeben and. 

TaheIIe4 

is 

Holbwcrtszotaidcr katalytisch aktiven Konf onnailon der freien and vernetztea frGl ucq cidase 



20 


BiofartnlyHatQiffanii 






30°C 


37-C 


56°C 










25 


vemetztes Potyp epfid 5 1,6 


8.7 


2,4 




natives Enyyni 8,7 




0,25 
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40 

Pweatansprilche 

1. Verfahren zttt He m cl fang von in ihrer Konformation fudcrten und stabSisierten, kovalent veraetzten 
Imprim-Polypeptidg^ die sowohl m waftrigen als anch in organisehen L5gungsrottgbygtemen stung siad, 
45 mnjassend die folgenden Schritte: 

(A) kovalente EinfaLnmg von polymeriaarbaren, unge$&tiigte Binduugeu entftaftendtn Grupp en in ein 
Polypeptide 

(B) Imprinting des in Schritt (A) erhalttnen Polypeptidj mft einem PrmtmolekQl in ebem iriBrigen 
Medium; 

50 (Q Prfiz^pitation des in Scbritt (B) erhaltenen Pa^pep tioVPrintmalel^^ dweh Zngiibe eines 

zur Pri2apitation geeigaeten. Adnkivs nnd/oder Gefriertrocken des in Schritt (B) erhaltenen J^lypep- 

(D) Copolymeiisatkm des m Schritt (C) erhaltenen Imprim-Polypeptids in einem organisdicn listing*- 
m i ttel nuteinem Qiosstinkeri der mk den polynierisierbaren, un g es flttig tc Bindnngen exttbahenden 
55 Gruppen copoJymextsief bar isL 

Z Verfahren nach Anspnich l y dnrfnnAgd^ennzeidinet>daB Schritt (B) vorSchrittM dtirchgefQhn wird. 
3b Verfahren each Ansproch 1, dadmth gykynnyrirhnety daB die Schritte (A) imd (EQ gleichzehig durobgc- 
fOhrtverden. 

4, Verfahren nadi eiaeffl der voretcheoden Ansprikhe, dadutch gekennzeiehnet daB ein Polypt^tid nut 
60 OH^ und/oder Nfe. nnd/oder SH43fnppen verwendet whd, die teilweise <>der komple tt mit den p olymerv 
sieibaren, iffigesattigta Bindnngen emhwltenden Verbindongen unter AusbUdung von knvalenten Bindun- 
genderivansiertwerden- 

5L Verfahren each einem der vonrtehenden AnsprUcbe, dadnrcb gekennzekfanet daB ein natives Protein, 
insbesondere eta Enzym,ab Po^epodverwendetwird, 
65 6. Verfahrtn-nadi einem der vorstehenden AnsprBcbe daduzch geketmzeichnet, daB die in Scbritt (A) 
verwendetea ungesitngte Bindnngen entnaltenden VeAindnngen oder deren Gemische ansgewahlt and 
on* der Grappe bestehend aus reaktiven Ansbga bzw, Derivaten der aUgemdncn Foniicl (I) 
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V 

5 

0) 

wobei die Reste R*» Ra und R4 imahhitngtg voneinander Wasserstol&tome; Carboxyir&rte, cycfisd w oder 
lmearc, substitnierte oder unsubstituierte, gesartigte oder ungesSttigte Alkylreste, Alkoxyreste odsr Car- 10 
boxyalkylfcste mit vorzcgsweise bis vx lfy bevorzugter bis zn 6, msbe&mdere 1 oder 2 Eohlenstoffntamen 
oder substimierte oder msnbstituierte Arylrcrtc oder Carboxyaiyireste rind, mit der MaBgabe, daB minde- 
stens-cmer der Rest© Rt, R& Rj pad R4 unabhfingig voneinander dn Carhoxyir, CarboiyaDcyireiit oder 
Carboxyaryircstist 

7. Verfahrea nach Anspruch 6, dadurch gekeimzeichnet, daB die in Schritt (A) verwendetcn uagwiatiigte is 
Bmdimgencmtobendcn Verbindungen ausgewahlt and aus dcr Gruppe bcstebeod aus Itacon-, Malein-, 
atracon-, Croton-. Memacryl-, Ai^kior e sowie dcren Anhydriden und SaurehalogenideiL 

8. Verfahrea nach cmem der vorstchenden Anspruche, dadurch gckenreeicTmet daB in Schritt (A) raatzlich 
Polyole und/oder Salze zugcgeben werden, 

8. Verfafarcnnadi cinem der vorstehenden Apspriiche dadurch gekennzcichnet, daB dcr air Oopojymerisa* 20 
don;in Schritt (D) verweadete CrossEnker ausgewahlt 1st aus dcr Gruppe bestehend aus Analog* hzw. 
Derivaten dcr allgemeiacn Fennel (II) 

H^CtRO^^-qiy-CKz (D) 

2S 

wobei die Reste Ri und Ri unabhSngig vondraander Wasserstoffatome, cycEsche oder linear e, uagejiltiigte 
Oder ges&tigte; substimierte oder unsubstituicrtc AlkyK Carboxyl Carboxyattyl- oder AEcyletbrrreste 
mit vonugsmise bis zn H msbesondere 1 oder 2 KoUenstoffatomen Oder mbstituierte oder unsubsumler- 
te Arytreste and und dcr Rest R* an cycEidier oder lincarcr. gesMeter cxtoungesittigtcr, substituierter 
oder unnxbstitiiierter Alkyl- oder Alkyfetheri^ mit vorzugsweisc bis zu 1ft msbesondare 1 oder 2 Eohlea- 30 
stofmtomcn oder em Aryircst ist und n einen Wert von vorzugsweise bis zu 10 und msbesondsre 1 oder 2 
hat 

la Vemmrn cadi Ariapiwvh dadsrch geke*n*eiefeflet daB der an- Cppofrmerisation in Schiitt (D) 
verweodete Crossimkcr ausgewShlt ist aus der Gruppe bestehead aus Dmnytalkyi- mid Divinylaryiverbin- 
dungeu> as 
1 L Verfehren nach Anspruch 1 bis 8, dadurch gefcennrefchnet daBderzur Copolymerkatioii in Schritt (D) 
verweodete Crosdmktr ausgcwlhtt ist w» der Gruppe bestehend aus Analogs hzw. Derivaten der aflgc- 
mekeuPormelOU) 



45 



wob ei die Reste RLfotmdRjtmdndiein Anspruch 9 far die allg?mcinc Formcl (D) gcaanntc B^d putting 
habanund der RestXemSanentogatom oder die Gruppe — NHtst 
1Z Verfahrea nach Ansprudi ll v dadurch gekennzeidmet, daB der zur Copolymerisation in Sduitt (D) 
verweodete- Crosslinlcer ausgewahlt 1st m der Gruppe besteheud aus Ethylei^lykoldimethicrylat, 
N^'-Methyien-bis-aaylatQid* Diit^rtfi^atirfaBylfl '"vjfp mid D 11 ta^o nsanr o aryiamid en* so 
IX Verfahren zn Hentellimg eme$ in seiner Kcmfbrmatbn fbderten und stabffiaerten. kovalent venietzten 
Impirint-Porypeptxd^ das sowohl in wiBrigen als auch in organischen I^sungsnnttelsystemen sttibll ist 
umfassend die folgcndett Schritte; 

(A) kgvBlente Ehifiihnmg von pdymeriacrbaren, nngesittigte Bindongen enthaKenden Gruppen in ein 
Porypeptidmememw^rigenM^jiuin^ 55 

(B) Imprinting des in Schritt (A) erbaltenen Polypeptids mit eiaem Primmolekfil in etnem wifirigen 
Medium; mod 

(Q Copotymerisation des in Sduitt (B) erhaltenen Polypeptids in einem waBrigen Medium mit emem 
Crossfinfcer der mit den patymerisicrbarea, ungesattigte Bmdungcn eoftaRenden Gruppen copo^ymc- 
risierbarist &> 
14. Verf ahren nach Anspruch 13. dadurch gekennzdehnet; daB Schritt (B) vor Scbriu(A) durchgeffihr t wird 
12LVer&hren nach Aaspmch 13» d«dareb gekemizckhnet, daB die Scbrittft (A)imd(B) gieichzeitig dtjrchgc* 
fH hr t we idea. 

I6u tn semerJConformatictt fixiertes und stabfltoates, fcovalent vernetztes Imprict-PoJypcptid, das tiowohl 
in wtBrigen ab auA in orgamschen Lc^rogam^elsystemen stabfl ist crhaltBch durch ein Verfahrea nach & 
einem der vorstehenden AasprGche. 

17. Verwendung eines Polypeptids nach Anspruch 16 in katalytxscfaea chromatograpmschen tmd/oder 
analytischen Verfahren, die in wfiBrigen oder org anischg n LSsungsmittelsystemen dnrchgtfuhrt werden. 
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18. Verwendnog does Pofypeptidi nacfa Anspmch 16 zur katalytkchta Syntheses Chronutogra|ihie nod — 
Aiutfytik voa chiralcn VerbinduagttL 

1SI Venvendnttg tines Polypeptide xadi Ansproch 16 in tier Biosensortechrik zur spezifischca Erkennung 
voQMolekOlen. 
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ZEICHNUNGEN SBTE 1 



Mummer. DE 19527 162 Cl 

IntCI* C07II IV435 

VoroffontlichurtgstQg: 7. August 1997 



a) nieht-kovalentes 
Imprinting 

if 

prmtmolekul 



komplementares 
Antagem in 
Ldsung 



IC9 m 

/ 



b) kovalentes 
imprinting 



Petfvafiaenng 
mit VInylgruppen 



Polymerisation 




Exfrakfion 





3 S 




Extraction 
durch 
Bpaltungs* 
reakfion 



MakromolAkQI mft salaktfvar (WiaderjCrksnnung 
das PrhrtmolfekGte 



Fig. 1: Variants I: 

a) nickt-kovalentes und 

b) kovalentes Imprinting 

[< — — > = (Wieder)Erkennung; a) Assomtion/Dissoaatioix; b) Bfldiing/Spaltuog 
voa kovaleaten Bindungen; Zahlen « funktioneUe Omppea], . 
AHe Schiitte finden in organischen Losungsmfttelsystemea statt 
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Nummer: DE1S627162 C1 

lnta«: C07K 14/439 

VerSffentfichungetag: 7. Aujjust 1997 



a)_Enzyni 



b) Protein 





Printmolekul 
• « (kompetitiver Ligand) 



Printmolekiil 




Wadriges 
Losungsmittelsystein 





Organisehes 
Losungsmittelsystem 




J 



Extraktion der 
PrintmolekQje 




Enzymmit 

veranderter 

Kafalyseeigenschaft 




Protein mit 
WiGdomrkennun^ 



Fig. 2: Varianie2: 

a) Modifikadon der Kaialysedg cosc haft; 

b) Erzeugimg von Affiaitat (Wiedererkemiung) 
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ZBCHNUNGBTSEn? 3 



Hummer. DE 198 27 162 CI 

IntCt. 8 : C07K 14/436 

Veroffentifehunsstsg: 7. August 1997 




1. Schritt: 
Derivatisierung mit 
Jtaconsaureanhydrid 





a A 



* 2. Schritt: 
(nkufaieren mit 
Prfntmolekfll 




3. Schritt: 
Fallung mit organischem 
LSsungsmrttel 



4. Schritt 
Vemetzung 





Betbehaltder 
Konformation 



Kg- 3i Schematische DaisteHung des Verfahreas zur Fbrianmg end 

Stahflisenmg von Polypeptides Die Dedvadsioung sat oldauschen 
Gruppen erfolgt vor dean Imprinting (P - Polyp etid) 
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ZBCHNUNGBJ 80TE 4 



Nummer: DE 11)827 162 CI 

lnt,C!.»; C07K 14/435 

Ver6ffontlichunoetaQ: 7. August 1997 




A A 



1. Schritfc 
Inkubleren mit 
PrintmotekQ! 





2. Schritfc 

Failing ntft organfcehem 
Losungsmfttet 




3. Schritfc 
Derivatisierung niit 
ItaconsSureanhydrid 



4. Schritt 
Vernetzung 




Beibehalt der 
Konfbrmation 



Kg. 4: Sdmmatische Darstelhmg des Verfahims zur Kriemng uad 

Stabifiaenrng von Polypeptides Die Demrisoruiig mit olefiniscLcu 
Gruppea erfblgt nach dan Im printing (P = Polypetid) 
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Nutraror: DB 18827 IB Ci 

Inta 6 : CWK W43B 

Verdffetttiichungstag: 7. August 1997 



Syrftee vai NAeetytoftpEltytefcr 
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□ ISA/impr-Chy 

O ti)dertlmpr-Chy(VlP) 

• na/impr-Chy 




. : i ■ ■ i 1 i i i i ■ ' i 1 i i i I 1 1 1 i ' ■ 1 l 



0 25 50 75 100 125 150 175 200 226 

Zdt(h) 

Kg 5: Uberpriifimg der ''maBgesduidderteD." Eigeaschaft inrpfinteter Polypeptide 
0 Itawos^eanKydiid(rSA}-modi£2iertes/^rintetes a-Chymotrypsin. 

ii) ISA-modifizimes/inqniitetes/vemetztes a-Chymo trypsin 
(fixiertyiiBpr-Chy, audi VIP genannt) 

iii) natives/inqniotetes a-Chymotiypsm (na/hqpr-Chy) 
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